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生物胺降解菌株的筛选与鉴定
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摘要!从实验室保藏的不同来源乳酸菌菌株中筛选出具
有生物胺降解能力的菌株!测定其在不同盐浓度"

C

T

下
的生长能力#结果表明!筛选出

*

株具有生物胺降解能
力的菌株!经

#+XB'UI

序列分析!菌株
TS!!

鉴定为发
酵乳杆菌(

!+7C1H+7$99*(

;

:<I:%C*I

)!菌株
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为植物
乳杆菌(
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)!菌株
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为粪肠
球菌(

4%C:<17177*(
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+:7+9$(

)$其中植物乳杆菌
TS!>

的
降解能力最优!对色胺"苯乙胺"腐胺"尸胺"组胺"酪胺"

亚精胺"精胺的降解率分别为(
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$当盐浓度为
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时!

*

株菌株耐受力随盐
浓度的增加而降低!$当

C

T

为
*9)

"

(9)

时!

*

株菌株均可
生长#

关键词!生物胺$降解$植物乳杆菌$发酵剂$高效液相
色谱
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生物胺是由相应的氨基酸经脱羧作用产生%是维持
正常生理功能的必需物质%但摄入过量会导致头晕)呕
吐)高血压等不良症状%危害身体健康*

#

+

&发酵豆制品)

鱼类制品)乳制品中均有生物胺存在*

!

+

&目前%常用的控
制生物胺的手段主要是通过控制产品生产温度)

C

T

值)

盐浓度*

*

+

%或者使用辐照*

>

+等方法&但此方法会在一定
程度上影响产品品质%利用生物胺脱羧酶活性较低或者
具有生物胺氧化酶活性的菌株作用发酵剂发酵食品%可
以控制发酵食品中的生物胺含量*

)P+

+

&邓红梅等*

,

+从发
酵香肠中分离得到了具有生物胺减少能力的模仿葡萄球
菌%该菌可降低

SVX

培养液中色胺)苯乙胺)腐胺)尸胺)

组胺及酪胺含量&吴燕燕等*

$

+从咸鱼中分离获得了能够
降解腐胺)尸胺)组胺)酪胺的鼠李糖乳杆菌)植物乳杆菌
和戊糖片球菌&

试验拟以实验室保藏的疑似乳酸菌株为试验菌株%

筛选出能降低培养液中色胺)苯乙胺)腐胺)尸胺)组胺)

酪胺)亚精胺)精胺含量的菌株%并测定该菌株的生长曲
线)耐盐性以及不同

C

T

值下的生长能力%旨在为控制发
酵食品中生物胺含量提供备选菌株&

#

!

材料与方法

#9#

!

试验菌株
疑似乳酸菌菌株"分别从东北传统大酱)新疆发酵酸

奶以及婴儿粪便中分离得到%共
#!#

株%大连工业大学大
连市益生菌功能特性研究重点实验室&

#9!

!

主要试剂
!"]

氨水"分析纯%天津大茂化学试剂厂$

$&
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第
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期
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年
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月
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无水碳酸钠"分析纯%天津市瑞金特化学品有限
公司$

色胺)苯乙胺)腐胺)尸胺)组胺)酪胺)亚精胺)精胺"

色谱纯%源叶生物试剂有限公司$

丹磺酰氯)乙腈"色谱纯%美国
X1

5

/0.I2DB1:7

公司$

SVX

培养基"北京陆桥技术股份有限公司$

正己烷"分析纯%生工生物工程!上海#股份有限
公司$

三氯乙酸"分析纯%阿拉丁生物试剂有限公司&

#9*

!

主要仪器与设备
C

T

计"

X!#"._

型%瑞士
S-HHW-VHQW-'Q

公司$

冷冻离心机"

&X.#M.)"

型%德国
T-VSW-

W0G8B@;:741a\/GT

公司$

恒温振荡器"

'_b

型%上海一恒科技有限公司$

数控超声清洗仪"

_d)!""'-

型%昆山市超声仪器有
限公司$

微生物培养箱"

'UY.("$!

型%上海精密实验设备有
限公司$

液相色谱仪"

X+"""

型%广东华普科技股份有限公司$

酶标仪"

S=2@1Aa04&M

型%美国
H7;B/8

公司$

全自动生长曲线分析仪"

L18A:B;;4M

型%上海谓载商
贸发展有限公司&
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!

试验方法
#9>9#

!

生物胺降解菌株的筛选
!

参照吴燕燕等*

$

+的方法
并修改&将菌株活化

*

代%按
!]

接种量接种至
C

T)9)

%

含
$

种生物胺的
*"/WSVX

培养基中%

*"j

培养
>$7

%

以未接种的
SVX

培养基为对照%

>"""B

(

/14

离心
#"/14

%测定上清液中生物胺含量%并按式!

#

#计算降
解率&

-q

!

P

!

#

!

k#""]

% !

#

#

式中"

-

'''生物胺降解率%

]

$

!

'''对照组生物胺含量%

/

5

(

a

5

$

!

#

'''处理组生物胺含量%

/

5

(

a

5

&

#9>9!

!

生物胺的测定
!

参照文献*

(P#"

+的方法并进行
修改&

!

#

#生物胺标准品的制备"准确称取色胺)苯乙胺)腐
胺)尸胺)组胺)酪胺)亚精胺)精胺各

#"/

5

%用
"9#/82

(

W

TM2

定容至
#""/W

%分别制备成
"9)

%

#9"

%

!9"

%

)9"

%

#"9"

%

!)9"

%

)"9"/

5

(

W

系列浓度的生物胺标准溶液&

!

!

#样品衍生化"取
#9>9#

中离心后的菌液
,)"

#

W

于
!/W-Y

管中%加入
#)"

#

W

饱和碳酸钠溶液和
,)"

#

W

丹
磺酰氯%震荡混匀%

>)j

水浴
*"/14

%加入
#)"

#

W

氨水%

混匀%再加入
!""

#

W

乙腈%混匀%离心%过
"9!!

#

/

滤膜%

待测&

!

*

#高效液相色谱!

TYWM

#分析"

TYWM

洗脱梯度如
表

#

所示&流动相
I

为水%流动相
L

为乙腈$色谱柱为华
普

M

#$

柱!

!)"//k>9+//k)9"

#

/

#$流速
#9"/W

(

/14

$

柱温
>"j

$进样体积
!"

#

W

$紫外检测波长
!*)4/

&

表
#

!

TYWM

洗脱梯度
H0G2;#

!

TYWM;2=@184

5

B0D1;4@

洗脱时间(
/14

流动相
I

(

]

流动相
L

(

]
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生物胺降解菌株鉴定
!

根据细菌
#+XB'UI

序列
的

Z*.Z>

区设计引物
**$&

!

IMHMMHIM\\\I\\MI\.

MI\

#和
$"+V

!

\\IMHIMTZ\\\H[HMHIIH

#&通
过

YMV

扩增进行
#+XB'UI

序列分析!上海美吉生物医
药科技有限公司#&

#9>9>

!

生物胺降解菌株生长曲线
!

将菌株
TS!!

)

TS!>

)

%&#"">!

接种至
SVX

培养基中%全自动生长曲
线分析仪培养温度

*, j

%每隔
!7

测定菌株培养液在
+""4/

处吸光度值%绘制生长曲线*

##

+

&

#9>9)

!

生物胺降解菌株的耐盐性能
!

参照徐鑫等*

#!

+的
方法并修改%

SVX

培养液中
U0M2

浓度分别为
"]

%

!]

%

>]

%

+]

%

$]

%

#"]

%

#!#j

灭菌
!"/14

&将筛选出的
*

株
菌株接种至含不同

U0M2

浓度的无菌
SVX

液体培养基
中%

*,j

培养
!>7

%测定菌液在
+""4/

处吸光度值&以
乳酸菌接入不含

U0M2

的
SVX

培养液为对照组$未接种
乳酸菌的对应盐浓度的

SVX

培养液为空白组&按式!

!

#

计算抑制率&

!

q

-

#

P-

!

-

#

P-

"

k#""]

% !

!

#

式中"

!

'''抑制率%

]

$

-

"

'''空白组
QX

+""4/

值$

-

#

'''对照组
QX

+""4/

值$

-

!

'''处理组
QX

+""4/

值&

#9>9+

!C

T

值对生物胺降解菌株生长能力的影响
!

将
*

株菌株分别接种至
C

T

值为
*9)

%

>9)

%

)9)

%

+9)

%

,9)

%

$9)

%

(9)

的
SVX

液体培养基中%

*,j

培养
!>7

%测定
QX

+""4/

%

以不接种任何乳酸菌的各种
C

T

的培养液为空白%以
QX

+""4/

值评价其耐酸能力*

#*P#>

+

&

%&

"

Z829*+

"

U89)

杜
!

雪等!生物胺降解菌株的筛选与鉴定



#9>9,

!

统计分析
!

所有指标均重复测定
*

次%采用
XYXX

!*9"

软件进行数据统计分析%比较各数据间的显著差异
性!

Y

#

"9")

#&

!

!

结果与讨论

!9#

!

生物胺标准图谱及标准曲线
由图

#

可知%

$

种生物胺在
*)/14

内能很好地分离%

并依此确定了各生物胺标准品的保留时间%说明此方法
具有良好的分离检测生物胺的效果&

#9

色胺
!

!9

苯乙胺
!

*9

腐胺
!

>9

尸胺
!

)9

组胺
!

+9

酪胺
!

,9

精
胺

!

$9

亚精胺
图

#

!

生物胺混合标品
TYWM

色谱图
&1

5

=B;#

!

TYWM:7B8/0@8

5

B0/8EG18

5

;41:0/14;

/16;DA@04D0BD

!!

由表
!

可知%

$

种生物胺的峰面积与其浓度呈良好的
线性关系%相关系数均

%

"9(($"

%说明采用
TYWM

法对于
定量测定样品中生物胺具有良好的可靠性*

#)

+

&

!9!

!

生物胺降解菌株的筛选
! !

由图
!

可知%菌株
TS!>

和
>.+

对精胺的降解率达
表

!

!

$

种生物胺回归方程及相关系数
H0G2;!

!

V;

5

B;AA184;

c

=0@184A04DD;@;B/1404@A8E

;1

5

7@G18

5

;41:0/14;A

生物胺 回归方程 相关系数
色胺

!

D

q)!9!*"5P#)9**> "9(((*

苯乙胺
D

q),9*"$5P!)9(!# "9(((*

腐胺
!

D

q#>#9$$#5P*>9"!, "9(($(

尸胺
!

D

q##(9)$"5P)*9(!* "9(((!

组胺
!

D

q+,9)"*5p>!9,** "9(((,

酪胺
!

D

q($9$#(5P+9"#,> "9((((

亚精胺
D

q$,9!*>5p#+9+#( "9(((>

精胺
!

D

q$(9$+#5p)$9"+> "9((()

)"]

以上$菌株
%&#"">!

和
TS!>

对亚精胺的降解能
力

%

*"]

$菌株
%&#"">!

)

TS!>

及
TS!!

对色胺的降解
能力

%

!"]

$菌株
TS!>

对组胺的降解能力为!

!!9)>n

!9+>

#

]

%显著高于其他菌株$菌株
%&#"">!

)

TS!>

及
TS!!

对苯乙胺的降解能力均
%

!"]

%其中菌株
TS!>

对苯乙胺的降解能力达!

*)9,)n!9,#

#

]

$菌株
%&#"">!

)

TS!>

及
TS!!

对
$

种生物胺均有降解作用%且对色胺)

苯乙胺)腐胺)尸胺和组胺的降解率显著高于其他菌株%

同时对酪胺)精胺和亚精胺的降解率也较高%均高于邓红
梅等*

+

+的研究结果%故选取菌株
%&#"">!

)

TS!>

和
TS!!

进行后续试验&

!9*

!

生物胺降解菌株的鉴定
将筛选出的菌株

TS!!

)

TS!>

和
%&#"">!

在
SVX

固体培养基上培养
>$7

%其菌落形态和经革兰氏染色的
菌体特征*

#+

+如表
*

所示&

表
*

!

菌落形态与菌体形态
H0G2;*

!

M8284

3

/8B

C

7828

53

04D@7022=A/8B

C

7828

53

8EA@B014A

菌株 菌落形态 个体特征

TS!!

椭圆形或圆形%乳白色%

表面光滑
革兰氏染色阳性%短
杆状

TS!>

椭圆形或圆形%乳白色%

表面光滑 革兰氏阳性%杆状

%&#"">!

椭圆形或圆形%乳白色%

表面光滑 革兰氏阳性%球状

!!

将筛选得到的菌株按0乳酸菌分离鉴定及其试验方
法1的方法进行生理生化鉴定%将试验结果与0常见细菌
系统鉴定手册1进行对比*
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+

!表
>

#%初步判断菌株
TS!!

为发酵乳杆菌!

!+7C1H+7$99*(

;

:<I:%C*I

#%菌株
TS!>

为
植物乳杆菌!

!+7C1H+7$99*(

M

9+%C+<*I

#%菌株
%&#"">!

为
粪肠球菌!

4%C:<17177*(

;

+:7+9$(

#&

!!

由表
)

)图
*

可知%菌株
TS!!

与发酵乳杆菌!

!+7C1'

H+7$99*(

;

:<I:%C*I

#的同源性为
((]

%将其命名为发酵乳
杆菌

TS!!

$菌株
TS!>

与植物乳杆菌!

!+7C1H+7$99*(

M

9+%C+<*I

#的同源性为
#""]

%将其命名成植物乳杆菌
TS!>

$菌株
%&#"">!

与粪肠球菌!

4%C:<17177*(

;

+:7+9$(

#

的同源性为
#""]

%将其命名为粪肠球菌
%&#"">!
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生理生化试验结果o
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菌株 接触酶明胶液化吲哚试验
T

!

X

试验 蔗糖 山梨醇 甘露醇纤维二糖阿拉伯糖鼠李糖
TS!! P P P P p p P p p P

TS!> P P P P p P p p p P

%&#"">! P D P P p p p p P p

!!

o
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,

p

-为阳性$,

P

-为阴性$,

D

-为迟缓反应&
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安全与检测
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字母不同表示差异显著!
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#
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图
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菌株对生物胺的降解作用
&1

5

=B;!

!
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生物胺降解菌株的生长曲线
由图

>

可知%菌体在
>7

时生长迅速%

QX

值显著上
升%为对数生长期$

#"7

后生长缓慢%进入稳定生长期&

!9)

!

生物胺降解菌株的耐盐性能
由图

)

可知%当盐浓度为
!]

"

>]

时%菌株
%&#"">!

的生长能力无显著差异$当盐浓度为
+]

时%菌株
%&#"">!

的生长受到了一定的抑制$当盐浓度为
#"]

时%

菌株
%&#"">!

的抑制率为
+$9*"]

&随着盐浓度的增加%

菌株
TS!!

的耐受能力显著下降%当盐浓度为
#"]

时仍
有一定的耐受性$菌株

TS!>

的抑制率逐渐增大%当盐浓
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生物胺降解菌株的
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菌株 鉴定结果 同源性(
]
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发酵乳杆菌
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植物乳杆菌
#""

%&#"">!

粪肠球菌
!
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图
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菌株的系统发育树
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盐浓度对菌株的抑制率
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度为
+]

时其生长受到了抑制%当盐浓度为
#"]

时仍有
一定的耐受能力&表明菌株对

U0M2

有一定的耐受能力%

有利于菌株在高盐发酵食品中生长繁殖%为控制高盐发
酵食品中生物胺含量奠定了基础*
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值对生物胺降解菌株生长能力的影响
由图

+

可知%菌株
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的最佳生长
C
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为
>9)
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+9)

%菌株
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的最佳生长
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T

为
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%菌株
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的
最佳生长
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T

为
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$当
C

T

为
*9)

时%

*

株菌株仍具有很
好的生长能力%菌株
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的生长能力弱于
TS!>

和
%&#"">!

&当
C

T

为
(9)

时%菌株
TS!>

的生长能力强于
其他两株菌株%

*

株菌株仍能良好生长&因此%生物胺降
解菌株在低

C

T

或高
C

T

的发酵环境中均能发挥降胺
作用*
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结论
从实验室保存的不同来源的疑似乳酸菌中筛选出具

有降解生物胺作用的菌株%经
#+XB'UI

序列分析%分别
鉴定为发酵乳杆菌!

!+7C1H+7$99*(
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#)植物乳杆
菌!
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+:7+9$(
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*

株菌株对色胺)苯乙胺)腐胺)尸胺)组胺)酪
胺)亚精胺)精胺均有不同程度的降解能力%其中植物乳
杆菌

TS!>

的降解能力最优%对色胺)苯乙胺)腐胺)尸
胺)组胺)酪胺)亚精胺)精胺的降解率分别为!
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株菌株在
#"]

的高盐浓度)

C

T*9)

的酸性环境到
C

T(9)

的碱性环境条件下仍有存
活和生长能力&后续将对其实际应用进行研究*
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